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The present Invention relates to an optical 
arrangennent for illuminating objects (1), in 
particular fluorescent objects, preferably in 
conjunction with a confocal or a double-confocal 
scanning microscope, having an illuminating 
beam path (2) of a light source (3), a detection 
beam path (4) of a detector (5), and a component 
(6) which unifies the detection beam path (4). For 
the purpose of at least largely loss-free union of 
the light coming from the object (1 ) Into a 
propagation direction (19), the optical 
arrangement according to the invention is 
characterized in that with reference to the beam 
cross section active for the detector, light of the 
fist and second partial detection beam can be 
united at least largely In an overlapping fashion 
Into one propagation direction (19) at the 
component (6) thereby providing an unified the 
detection beam path (4). 
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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmalder eingeraicliten Unterlagen antnommen 

@ Optische Anordnung zum Beleuchten von Objekten 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft eine optische Anord- 

nungzum Beleuchten von Objekten (1), insbesondere von 
Fluoreszenzobjekten, vorzugsweise in Verbindung mit ei- 
nem konfokalen oder einem doppelkonfokalen Rastermi- 
kroskop, mit einem Beleuchtungsstrahlengang (2) einer 
Lrchtquelle (3), einem Detektionsstrahlengang (4) eines 
Detektors (5) und einem den Detektionsstrahlengang (4) 
verelnigenden Bauteil (6). Zurzumindest weitgehend ver- 
lustfreien Vereinrgung des vom Objekt (1) kommenden 
Lichts in eine Ausbreitungsrichtung (19) ist die erftn- 
dungsgemaBe optische Anordnung dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das vom Objekt (1) kommende Licht an 
dem den Detektionsstrahlengang (4) vereinigenden Bau- 
teil (6) bezuglich des fiir den Detektor wirksamen Strahl- 
querschnitts zumindest weitgehend uberlappend in eine 
Ausbreitungsrichtung (19) vereinigbar ist, wobei Mittel 
(20) zur Beeinflussung der Phase des vom Objekt (1) kom- 
menden Lichts vorgesehen sind, die zumindest in einem 
Teilstrahlengang (11, 12) des Detektionsstrahlengangs (4) 
angeordnet sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifTt eine optische 
Anordnung zum Beleuchten von Objekten, insbesondere 
von Huoreszenzobjekten, vorzugsweise in Verbindung mil 5 
einem konfokalen oder einem doppelkonfokalen Rastermi- 
kroskop, mit einem Beleuchtungsstrahlengang einer Licht- 
quelle, einem Detektionsstrahlengang eines Detektors und 
einem den Detekdonsstrahlengang vereinigenden Bauteil. 
[0002] Voirichtungen der gattungsbildenden Art sind in lo 
der IVaxis bekannt und werden beispielsweise in der 
EP 0 49 1 289 Oder der US 5 67 1 085 verwendet. Aus beiden 
Druckschriften sind Mikroskopanordnungen bekannt, bei 
denen ein Objekt mit zwei einander entgegengesetzt ange- 
ordneten Mikroskopobjektiven beleuchtet bzw. detektiert 15 
wird. Zur Beleuchtung wird der Beleuchtungsstrahlengang 
in zwei Teilstrahlengange aufgespalten; so dass das Objekt 
von einander entgegengesetzt verlaufenden Uchtstrahlen 
gleichzeitig beleuchtet werden kann. Das Licht der beiden 
Beleuchtungsteilstrahlengange interferiert im Objektbe- 20 
reich, wodurch das Objekt rait einem verbesserten Auflo- 
sungsvermogen beleuchtet werden kann. Das vom Objekt 
konamende Licht - beispielsweise Fluoreszenzlicht ~, das 
von den Mikroskopobjekdven aufgesammelt wird, durch- 
lauft nun die Beleuchtungsteilstrahlengange in entgegenge- 25 
setzter Richtung. An dem das Beleuchtungslicht aufteilende 
Bauteil wird nun das vom Objekt kommende Licht vereinigt 
und teilweise dem Detektor zugefuhrt. 
[0003] Bei dem den Beleuchtungsstrahlengang aufteilen- 
den bzw. den Detektionsstrahlengang vereinigenden Bauteil 30 
handelt es sich ublicherweise um Strahlteiler, die beispiels- 
weise in Form gekitteter Strahlteilerwurfel verwendet wer- 
den. Bei diesen Bauteilen wird das einfallende Licht zu glei- 
chen Teilen in einen in Geradeausrichtung transmittierten 
und einen im Winkel von 90 Grad abgelenkten Strahl aufge- 35 
teilt. Bei dem vom Objekt kommenden, an dem Strahlteiler- 
wurfel zu vereinigenden Detektionslicht wird das Licht ei- 
nes jeden Teilstrahlengangs in einen transmittierten und ei- 
nen abgelenkten Teilstrahl aufgespalten, so dass von jedem 
Detektionslichtstrahl nur jeweils die Halfte zum Detektor 40 
gelangt. Die andere Halfte des vom Objekt kommenden 
Lichts kann nicht mit dem Detektor nachgewiesen weiden 
und geht daher ungenutzt verloren. 

[0004] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, eine optische Anordnung der gattungsbil- 45 
denden Ait derart auszugestalten und weiterzubilden, dass 
das vom Objekt kommende Licht zumindest weitgehend 
verlustfrei an dem den Detektionsstrahlengang vereinigen- 
den Bauteil vereinigt und in eine Ausbreitungsrichtung ge- 
leitet werden kann. 50 
[0005] Das erfindungsgemafie Verfahren der gattungsbil- 
denden Art lost die voranstehende Aufgabe durch die Merk- 
male des Patentanspruchs I. Danach ist eine seiche optische 
Anordnung dadurch gekennzeichnet, dass das vom Objekt 
konmiende Licht an dem den Detektionsstrahlengang verei- 55 
nigenden Bauteil bezuglich des fur den Detektor wirksamen 
Strahlquerschnitts zumindest weitgehend uberlappend in 
eine Ausbreitungsrichtung vereinigbar ist, wobei Mittei zur 
Beeinfiussung der Phase des vom Objekt kommenden 
Lichts voigesehen sind, die zumindest in einem Teilstrah- 60 
lengang des Detektionsstrahlengangs angeordnet sind. 
[0006] Erfindungsgemafi ist zunachst rarkannt worden, 
dass nahezu das gesamte vom Objekt kommende Detekti- 
onslicht an dem den Detektionsstrahlengang vereinigenden 
Bauteil vereinigt und in eine Ausbreitungsrichtung geleitet 65 
werden kann, wenn das Detektionslicht an der strahlvereini- 
genden Grenzschicht mit einer definierten Pbasenbezie- 
hung, beispielsweise phasengleich, ankommt. Hieizu sind 



zum einen die zu vereinigenden Detektionsstrahlengange 
bezuglich ihrer optiscben Ltoge entsprechend abzustim- 
men, beispielsweise durch gleichlange optische Wege. Wei- 
terhin sind Mittei zur Beeinflussung der Phase des Detekti- 
onslichts vorgesehen, die zumindest in einem Teilstrahlen- 
gang angeordnet sind und Phasenunterschiede der Detekti- 
onsteilstrahlengange auszugleichen vermogen. Wenn nun 
das vom Objekt kommende Detektionslicht aus den einzel- 
nen Teilstrahlengangen an dem den Detektionsstrahlengang 
vereinigenden Bauteil ankommt und die Phasenbeziehung 
der beiden Detektionsteilstrahlen entsprechend eingestellt 
ist, interferiert das die beiden Teilstrahlengange durch- 
laufende Detektionshcht konstruktiy an dem den Detekti- 
onsstrahlengang vereinigenden Bauteil. In vorteilhafter 
Weise breitet sich bei konstruktiver Interferenz das Detekti- 
onslicht ledigUch in eine Richtung aus, namlich in Richtung 
des Detektors. In die andere Richtung breitet sich entspre- 
chend kein Licht aus, da fiir diese Ausbreitungsrichtung de- 
suiiktive Interferenz vorliegt. 

[0007] Die Vereinigung des die einzelnen Teilstrahlen- 
gange durchlaufenden Lichts erfolgt hierbei ublicherweise 
an einem Bereich der Grenzschicht des den Detektionssu^- 
lengang vereinigenden Bauteils, der von beiden Teilstrah- 
lengangen gleichermaBen oder zumindest weitgehend iiber- 
lappend mit Detektionslicht beaufschlagt wird. Dieser 
Grenzschichtbereich ist im Allgemeinen auch die fiir die 
Detektion bzw. fiir den Detektor wirksame Rache, die hier 
in diesem Zusammenhang al5 wirksamer Strahlquerschnitt 
bezeichnet wird, der nicht notwendigerweise orthogonal zur 
optischen Achse orientiert sein muss. 
[0008] Ublicherweise wird als das den Detektionsstrah- 
lengang vereinigende Bauteil ein Basissubstrat verwendet, 
das an mindestens einer Seite metaUisch, dielektrisch oder 
metallisch-dielektrisch beschichtet ist. Auch entsprechende 
Strahlteilerwiirfel mit metallischer, dielektrischer oder me- 
tallise h-dielektrischer Hybridbeschichtung werden einge- 
setzt. Eine wichtige RoUe bei der konstruktiven bzw, de- 
struktiven Interferenz an dem den Detektionsstrahlengang 
vereinigenden Bauteil spielt der Phasensprung, der bei einer 
Reflexion an einem t)beigang zu einem optisch dichteren 
Medium 180 Grad belragt, wahrend der Phasensprung bei 
einer Reflexion an einem Ubergang zu einem optisch diinne- 
ren Medium 0 Grad betragt, d. h. kein Phasensprung auftritt. 
[0009] Zur optimalen Strahlvereinlgung in eine Ausbrei- 
mngsrichtung ist mindestens ein Bauteil, beispielsweise das 
den Detektionsstrahlengang v^einigende Bauteil, derart 
ausgestaltet und/oder im Strahlengang angeordnet, dass es 
^en entsprechenden Reflexions- und/oder Transmissions- 
grad aufweist. Zum einen kann das durch eine entspre- 
chende Beschichtung des Bauteils erzielt werden, eine An- 
ordnung bzw. Ausrichtung des Bauteils unter Berucksichti- 
gung der Fresnell'schen Gleichungen ist hieizu ebenfalls 
voigesehen. 

[0010] Eine zumindest weitgehend verlust&eie Vereini- 
gung des vom Objekt konunenden Lichts in eine Ausbrei- 
tungsrichtung wird auch dadurch begunstigt, dass minde- 
stens ein Bauteil derart im Strahlengang angeordnet ist, dass 
das auf dieses Bauteil auftreffende Licht einen entsprechen- 
den Einfallswinkel aufweist Hieizu ist im Fall eines Strahl- 
teilers als das den Detektionsstrahlengang vereinigende 
Bauteil in erster Linie das Snellius'sche Brechungsgesetz 
einschlagig. 

[0011] Zur zumindest weitgehend verlustfreien Vereini- 
gung des vom Objekt kommenden Lichts in eine Ausbrei- 
tungsrichtung ist mindestens ein Bauteil derart ausgestaltet 
und/oder im Strahlengang angeordnet, dass hierdurch ein 
entsprecbender Phasenabgleich erzielbar ist. Hierbei konnte 
es sich beispielsweise um einen Spiegel handeln, der liber 
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die dner Wellenlange des Detektionslichts entsprechenden 
Strecke nanometergenau verstellt werden kann. Hierdurcb 
ist ein entsprechender Phasenabgleich des Detektionsteil- 
strablengangs, in dem dieser Spiegel angeordnet ist, bezug- 
lich des anderen Detektionsteilstrablengangs m5glicb. 
[0012] Ganz allgemein kann das Bauteil das den Detekti- 
onsstrahlengang vereinigende Bauteil sein. £s ware hierzu 
entsprechend zu beschichten, so dass der Reflexions- und 
Transmissionsgrad bei vorgegebenen Einfallswinkel geeig- 
net zu wahlen ist. Ein Phasenabgleich konnte ebenfalls mit 
dem den Detektionsstrahlengang vereinigenden Bauteil 
durch entsprechende nanometeigenaue VerstelLung erzielt 
werden. 

[0013] Bei dem Bauteil konnte es sich um ein metallisch 
Oder dielektrisch beschichtetes Bauteil und/oder um ein 
Bauteil handeln, dass mit einer dielektrischen oder metal- 
lisch-dielektrischen Hybridbeschichtung versehen ist. Ins- 
besondere bei dem den Detektionsstrahlengang vereinigen- 
den Bauteil konnte es sich um ein mit einer metallisch-di- 
elektrischer Hybridbeschichtung versehenes Bauteil han- 
deln. 

[0014] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgese- 
hen, dass die Slrahlteileranordnungen derart ausgestaltet 
und/oder im Strahlengang angeordnet sind, dass das Tei- 
lungs- und/oder Vereinigungsverhaltnis fur s- und p-polari- 
siertes Licht nahezu gleich ist. Dies ist insbesondere dann 
von groBer Bedeutung, wenn das zu vereinigende Licht 
Fluoreszenzlicht beliebiger Polarisationsrichtung ist, da bei 
nahezu gleichem Vereinigungsverhaltnis fiir s- und p-polari- 
siertes Licht die angestrebte Interferenz des Fluoreszenz- 
lichts sehr effizient erfolgt, wodurch diese Vereinigung des 
vom Objekt kommenden Lichts nahezu verlustfrei in eine 
Ausbreitungsrichtung erfolgen kann. 

[0015] Eine Grundbedingung zur konstruktiven Interfe- 
renz des zu vereinigenden Detektionslichts ist zumindest 
dann weitgehend erfiillt, wenn das die beiden Teilstrahlen- 
gange durchlaufende, vom Objekt kommende Licht an der 
Grenzschicht des den Detektionsstrahlengang vereinigen- 
den Bauteils eine definierte Phasenbeziehung aufweist. 
Diese definierte Phasenbeziehung ist in erster Linie von den 
Eigenschaften der Grenzschicht des den Detektionsstrahlen- 
gang vereinigenden Bauteils abhangig, so dass im Konkre- 
ten vorgesehen ist, die notwendige, definierte Phasenbezie- 
hung einzustellen. Hierzu konnte die optische Weglange 
mindestens eines der Teilstrahlengange veranderbar sein. 
Eine solche Variation der optischen Weglange konnte mit ei- 
ner bereits erwahnten Verstellung eines in einem Ibilstrah- 
lengang angeordneten Spiegels erfolgen. Eine weiterge- 
hende bzw. feinere Einsteliung der Phasenanpassung mit an- 
deren Mitteln bzw. anderen im Strahlengang angeordneten 
Bauteilen ist ebenfalls voigesehen. 

[0016] Von den Eigenschaften der Grenzschicht des den 
Detektionsstrahlragang vereinigenden Bauteils hangt es ab, 
ob das den einen Teilstrahlengang durchlaufende, vom Ob- 
jekt kommende Licht bei seiner TVansmission oder Refle- 
xion eine Veranderung der Phase erfahrt oder nicht. So 
kdtmte beispielsweise der reflektierte Anteil gegenUber dem 
transmittierten Anteil des vom Objekt kommenden lichts 
einen Pbasensprung von 180 Grad erfahren. Die Phase des 
den anderen Teilstrahlengang durchlaufenden, vom Objekt 
kommenden Lichts kdnnte keine Phasenveranderung erfah- 
ren, so dass zum Brzielen der weitgehend verlustfreien Ver- 
einigung des vom Objekt kommenden Lichts eine ganz be- 
stimmte, definierte Phasenbeziehung eingestellt werden 
muss. Diese Einsteliung k5nnte beispielsweise derart erfol- 
gen, dass das die beiden Teilstrahlengange durchlaufende, 
vom Objekt kommende Licht an der Grenzschicht des den 
Detektionsstrahlengang vereinigenden Bauteils eine Pha- 



senbeziehung aufweist, die zumindest weitgehend phasen- 
gleich Oder gegenphasig ist. 

[0017] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist voige- 
hen, dass zur Phasenbeeinflussung des die Teilstrahlengange 
5 durchlaufenden, vom Objekt kommenden Lichts die Varia- 
tion der optischen Weglange mindestens eines Teilstrahlen- 
gangs vorgesehen ist. 

[0018] Als Mittel zur Beeinflussung der Phase des vom 
Objekt kommenden Lichts ist in einer bevorzugten Ausfuh- 

10 rungsform ein Doppelglaskeil vorgesehen. Dieser Doppel- 
glaskeil besteht aus zwei gegeneinander verschiebbar ange- 
ordneten Glaskeilen, deren einander zugewandten Grenzfla- 
chen mit einem Immersionsmedium, beispielsweise Ol, ge- 
eignetem Brechungsindex und geeigneter Dispersion gefiillt 

15 ist. Der in einem koUimiert verlaufenden Teilstrahlengang 
angeordnete Doppelglaskeil wird von dem koUimiert ver- 
laufenden Licht senkrecht durchtreten, d. h. die Grenz- 
schicht Luft-Glasjedes Glaskeils ist orthogonal zu dem kol- 
limiert verlaufenden Lichtstrahl angeordnet. Wenn die bei- 

20 den Glaskeile quer zur Strahlrichtung gegeneinander bewegt 
werden, andert sich hierdurcb die optische Weglange durch 
den Doppelglaskeil, da die Luft-Glas-Grenzflachen einen 
kleinen Keilwinkel zu den Glas-Immersionsmediums- 
Grenzflachen aufweisen. Durch die Variation der optischen 

25 Weglange des Teilsu^lengangs, in dem der Doppelglaskeil 
angeordnet ist, kann die Phasenbeziehung des diesen Teil- 
strahlengang durchlaufenden Lichts relativ zu dem Licht des 
anderen Teilstrahlengangs beeinflusst bzw. variiert warden. 
[0019] In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, 

30 dass das nach dem den Detektionsstrahlengang vereinigen- 
den Bauteil in unterschiedliche Richtungen verlaufende, 
vom Objekt kommende Licht jeweils mit mindestens einem 
Detektor detektierbar ist. Hierbei ist vorgesehen, dass mit ei- 
nem Detektor das zumindest weitgehend in eine Ausbrei- 

35 tungsrichtung vereinigte, vom Objekt kommende Licht de- 
tektiert wird. Das in eine andere Richtung verlaufende, vom 
Objekt kommende Licht wird mit einem weiteren Detektor 
detektiert. Da die Intensitat bzw. Leistung dieses Detekti- 
onslichts bei einer optimalen erfindungsgemafien Strahlver- 

40 einigung nahezu 0 sein soUte, kann das Signal dieses Detek- 
tors zur Regelung der Phasenbeziehung der beiden Detekd- 
onsteilstrahlengSnge genutzt weiden. Weiterbin konnten 
samtliche Detektionssignale der Detektoren zur Objektaus- 
wertung gemeinsam genutzt werden. Diese Vorgehensweise 

45 ermdglicht selbst bei nicht opdmaler Detektionslichtvereini- 
gung eine Opdmierung der Detektionslichtausbeute. 
[0020] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist jedem 
Detektor eine Detektionslochblende voigeordnet. Somit 
handelt es sich bei einem entsprechenden Mikroskopaufbau 

50 um ein konfokales bzw. doppelkonfokales Rastermikro- 
skop. Die Detektionslochblende korrespondiert hierbei op- 
dsch zu dem Beleuchtungsfokus des Mikroskopobjektivs, 
der seinerseits zu einer Anregungslochblende optisch korre- 
spondiert. 

55 [0021] Falls eine Detektion von mit Mehrphotonen-Anre- 
gungsprozessen angeregtem Fluoreszenzlicht vorgesehen 
ist, ist den Detektoren keine Detektionslochblende vorge- 
ordnet. Das es sich bei Mehrphotonen-Anregungsprozessen 
imi nichtlineare Prozesse handelt, ist beispielsweise die 

60 WahrscheinUchkeit eines Zweiphotonen-Anregungsprozes- 
ses proportional zum Quadrat der Beleuchtungsintensitat. In 
einem durch ein Mikroskopobjektiv fokussierten Lichtstrahl 
ist die Beleuchtungsintensitat im Fokus des Mikroskopob- 
jektivs am hochsten, wodurch bei ausreichender Beleuch- 

65 tungsintensitat hauptsachlich im Beleuchtungsfokus Mehrp- 
hotonen-Anregungsprozesse induziert werden konnen. Bei 
einer konfokalen bzw. fokussierten Beleuchtung in Verbin- 
dung mit einer Mehrphotonen-Anregung von Fluoreszenz- 
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farbstoffen kann daher das Ruoieszenzlicht mit groBer 
Wahrscheinlichkeit nur aus aus dem Fokusbereich des Mi- 
kroskopobjektivs stammen, so dass das Einfugen einer De- 
tektionslochblende zum Ausblendeo der Bereiche auBertialb 
des Fokusbereichs des Mikroskopobjeklivs nicht erforder- 5 
lich ist. 

[0022] Es gibt nun verschiedene M5gUchkeiten, die Lehre 
der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszuge- 
stalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem 
Patentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspniche und an- lO 
dererseits auf die nachfolgende Erlaulerung der bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung 
zu verweisen. In Verbindung mit der Erlauterung der bevor- 
zugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der 
Zeichnung werden auch im allgemeinen bevorzugte Ausge- 15 
staitungen und Weiterbildungen der Lehre eriautert. In der 
Zeichnung zeigen 

[0023] Fig. 1 eine schematische Darstellung eines doppel- 
konfokalen Rastermikroskops, 

[0024] Fig. 2 eine schematische Darstellung eines ersten 20 
Ausfuhrungsbeispiels eines erfindungsgemaBen doppelkon- 
fokaien Rastermikroskops, 

[0025] Fig. 3 eine schematische Darstellung der Trans- 
missions- bzw. Reflexionsverhallnisse bei dem den Detekti- 
onsstrahlengang vereinigenden Bauteil und 25 
[0026] Fig. 4 eine schematische Darstellung der Trans- 
missions- und Reflexionsverhaltnisse des spiegelverkehrt 
angeordneten Bauteils aus Fig. 3. 

[0027] Fig. 1 zeigt eine optische Anordnung zum Be- 
leuchten von Objekten 1 in Verbindung mit einem doppel- 30 
konfokalen Rastermikroskop. Die optische Anordnung um- 
fasst einen Beleuchtungsstrahlengang 2 einer Lichtquelle 3, 
einen Detektionsstrahlengang 4 eines Detektors 5 und ein 
den DetektionssU-ahlengang 4 vereinigendes Bauteil 6. 
[0028] Das zur Beleuchtung des Objekts 1 dienende Be- 35 
leuchtungslicht 27 der Lichtquelle 3 wird iiber eine Linse 7 
auf die Anregungslochblende 8 abgebildet. Das die Anre- 
gungslochblende 8 passierende Licht wird von dem dichroi- 
tischen Strahlteiler 9 in Richtung einer Strahlablenkvoirich- 
tung 10 reflekdert. Die Strahlablenkvorrichtung 10 scannt 40 
den Beleuchtungslichtstrahl 27 in zwei im Wesentlichen 
senkrecht zueinander stehenden Richtungen. Der von der 
Strahlablenkvorrichtung 10 reflektierte und gescannte 
Lichtstrahl trifft auf das Bauteil 6, wo es in zwei Teilstrahlen 
11, 12 aufgeteilt wird. Das die beiden Teilstrahlen durch- 45 
laufende Beleuchtungslicht wird an den Spiegeln 13, 14 re- 
flekdert und iiber die Mikroskopobjektive 15, 16 von beiden 
Seiten aus in den gleichen Objektpunkt des Objekts 1 fokus- 
siert. Das Ablenken des Beleuchtungslichtsu*ahls 27 von der 
Strahlablenkvorrichtung 10 bewirkt eine Ortsanderung der 50 
Beleuchtungsfokusse der beiden Mikroskopobjektive 15, 
16, so dass das Objekt 1 zweidimensional in dar Fokalebene 
beleuchtet werden kann. 

[0029] Das lediglich schematisch gezeichnete Objekt 1 ist 
mit Ruoreszenzmarkem spezifisch markiert. Das durch das 55 
Beleuchtungslicht 27 induzierte Fluoreszenzlicht, dass von 
den beiden Mikroskopobjekdven 15, 16 aufgesammelt wird, 
durchlauft den Beleuchtungsstrahlengang 2 in umgekehrter 
Richtung. Das vom Mikroskopobjektiv 15 aufgesammelte 
Fluoreszenzlicht wird vom Spiegel 13 in Richtung des den 60 
DetektionssUrahlengang 4 vereinigenden Bauteils 6 reflek- 
dert. Ein Teil dieses Fluoreszenzlichts passiert das Bauteil 6 
unabgelenkt, das als Lichtstrahl 17 aus dem Bauteil 6 aus- 
ttitt. Der andere Teil des den Teilstrahlengang 11 durch- 
laufenden Fluoreszenzlichts wird am Bauteil 6 in Richtung 65 
der Strahlablenkvorrichtung 10 reflekdert, so dass dieses 
Fluoreszenzlicht letztendlich von dem Detdctor 5 detektiert 
werden kann. Das vom Mikroskopobjektiv 16 aufgesam- 



melte Ruoreszenzlicht wird vom Spiegel 14 in Richtung des 
Bauteils 6 reflekdert. Ca. 50 Prozent des den Ifeilstrahlen- 
gang 12 durchlaufenden Ruoreszenzlichts wird am Bauteil 
6 in Richtung 22 aus dem Detektionsstrahlengang 4 heraus- 
leflektiert. Das restliche Ruoreszenzlicht passiert das Bau- 
teil 6 und wird uber die Strahlablenkvorrichtung 10, den di- 
chroitischen Strahlteiler 9 in Richtung der Detektionsloch- 
blende 18 geleitet. Lediglich wenn Fluoreszenzlicht aus 
dem Beleuchmngsfokus der beiden Mikroskopobjektive 15, 
16 stammt, kann dieses Fluoreszenzlicht die Detektions- 
lochblende 18 passieren, da die Detekdonslochblende 18 
gemaB dem konfokalen Prinzip in einer zum Beleuchtungs- 
fokus der beiden Mikroskopobjektive 15, 16 optisch korre- 
spondierenden Ebene angeordnet isL In gleicher Weise ist 
das Anregungspinhole 8 in einer optisch korrespondieren- 
den Ebene zu dem gemeinsamen Beleuchtungsfokus der 
beiden Milo-oskopobjektive 15, 16 angeordnet. 
[0030] Das aus den Detektionsstrahlengang 4 austretende 
Ruoreszenzlicht 17 kann dem Detektor 5 nicht zugefuhrt 
werden. DemgemaB gehen bei der Detektion des vom Ob- 
jekt 1 kommenden Ruoreszenzlichts ca. 50 Prozent verlo- 
ren, da dieses verlorene Ruoreszenzlicht nicht von dem De- 
tektor 5 nachgewiesen werden kann. 

[0031] ErfindungsgemaB wird das vom Objekt 1 kom- 
mende Licht dem den Detektionsstrahlengang 4 vereinigen- 
den Bauteil 6 zumindest weitgehend in eine Ausbreitungs- 
richtung 19 vereinigt, was Fig. 2 enmehmbar ist. Hierbei 
sind Mittel 20 zur Beeinflussung der Phase des vom Objekt 
1 kommenden Lichts vorgesehen, die in dem Teilstrahlen- 
gang 12 des Detektionsstrahlengangs 4 angeordnet sind. 
[0032] Das Bauteil 6 der Fig. 2 ist zur zumindest weitge- 
hend verlustfreien Vereinigung des vom Objekt 1 kommen- 
den Lichts in eine Ausbreitungsrichtung 19 derart ausgestal- 
tet und im Strahlengang 4 angeordnet, dass es einen entspre- 
chenden Reflexions- und Transmissionsgrad aufweist. Fiir 
das Beleuchtungslicht 27 weist das Bauteil 6 einen Trans- 
missionsgrad von 0,5 auf, so dass das Beleuchtungslicht in 
die beiden Teilstrahlengange 11, 12 in gleicher Intensitat 
aufgespalten werden kann. Hinsicfatlich der zumindest weit- 
gehend verlustfreien Vereinigung des vom Objekt 1 kom- 
menden Ruoreszenzlichts der beiden TeilsUrahlengange 11, 
12 ist das Bauteil 6 im Strahlengang 4 derart angeordnet, 
dass das die Teilstrahlengange 11 und 12 durchlaufende 
Ruoreszenzlicht in die durch den Pfeil 19 angedeutete Aus- 
breitungsrichtung geleitet wkd. Das Bauteil 6 weist hin- 
sichtlich des Beleuchtungslichts 2 sowie des vom Objekt 1 
kommenden Ruoreszenzlichts einen Einfallswinkel von je- 
weils 45 Grad auf. 

[0033] Die optiscben Weglangen der TeilsUrahlengSnge 
U, 12 sind derart aufeinander abgestimmt, dass das die Teil- 
strahlengange 11, 12 durchlaufende, vom Objekt 1 kom- 
mende Licht zumindest weitgehend phasengleich an dem 
Bauteil 6 ankommt. Ein Feinabgleich der optiscben Weg- 
lange der beiden Teilstrahlengange 11, 12 wird durch eine 
Positionsvariation des Spiegels 14 durchgefuhrt, indem der 
Spiegel 14 orthogonal zu seiner Oberflache vom Piezoele- 
ment 28 verschoben werden kann. 

[0034] Das Mittel 20 zur Beeinflussung der Phase des 
vom Objekt 1 kommenden Lichts ist in Form eines Doppel- 
glaskeils realisiert. Der Doppelglaskeil 20 ist im Teilsdah- 
lengang 12 angeordnet. Das im Teilstrahlengang 12 parallel 
verlaufende Licht durchtritt die Luft-Glas-Grenzflachen des 
Doppelglaskeils 20 orthogonal. Zwischen den beiden Dop- 
pelglaskeilen befindet sich Immersionsdl, das nahezu den 
gleichen Brechungsindex und die gleiche Dispersion auf- 
weist, wie das Glas der beiden Glaskeile. Die beiden Glas- 
keile des Doppelglaskeils 20 konnen jeweils entlang der 
Richtung 21 gegeneinander verschoben werden, so dass 
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hierdurch die optische Weglangedes Doppelglaskeils veran- 
den werden kann. 

[0035] In Fig. 3 ist schemadsch dargestellt, dass das die 
unterschiediichen Teilstrahlengange 11, 12 durchlaufende 
Fluoreszenzlicht an dem Bauteil 6 lediglich in einem Fall ei- 5 
nen Phasensprung von 180 Grad erfahrt. Die beiden Pfeile 
19, 22 zeigen die Ausbreitungsrichtung zum Detektor 5 bzw. 
die Ausbreitungsrichtung des Teilstrahls 17 an. Das den 
Teilstrahlengang 12 durchlaufende Fluoreszenzlicht weist 
einen durch das Bauteil 6 txansmittierten Anteil 23 und ei- 10 
nen am Bauteil 6 reflektierten Anteil 24 auf. Das den Teil- 
strahlengang U durchlaufende Fluoreszenzlicht weist einen 
am Bauteil 6 in Richtung zum Detektor 5 reflektierten Anteil 
25 und einen durch das Bauteil 6 transmittierten Anteil 26 in 
Richtung 22 auf. Lediglich der an dem Bauteil 6 reflektierte 15 
Anteil 24 des den Teilstrahlengang 12 durchlaufenden Ruo- 
reszenzlichts weist ein Phasensprung von 180 Grad (n) auf. 
Die Anteile 23, 25, 26 weisen keinen Phasensprung auf. Fig. 
4 zeigt die gleichen Anteile des vom Objekt 1 kommenden 
Fluoreszenzlichts 23, 24, 25, 26, die an dem Bauteil 6 reflek- 20 
tiert werden oder durch das Bauteil 6 hindurchtreten. Im Ge- 
gensatz zu Fig. 3 ist das Bauteil 6 derart angeordnet, dass 
seine dielektrische Hybridschicht den Anteilen 25, 26 zuge- 
ordnet sind, die den Tfeilstrahlengang 11 durchlaufen. Dem- 
gemafi weist lediglich der am Bauteil 6 reflektierte Anteil 25 25 
einen Phasensprung von 180 Grad auf. In erfindungsgema- 
Ber Weise ist mit dem Mittel 20 die Phasenbeziehung des die 
Teilstrahlengange 11, 12 durchlaufenden Fluoreszenzlichts 
derart einzustellen, dass die durch das Bauteil 6 der Fig, 2 
transmittierten Anteile 26 bzw. die am Bauteil 6 der Fig. 2 30 
reflektierten Anteile 24 sich ausloschen. 
[0036] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewie- 
sen, dass die voranstehend erorterten Ausfiihrungsbeispiele 
lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, 
diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschran- 35 
ken. 
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1 Objekt 

2 Beleuchtungsstrahlengang 

3 Lichtquelle 

4 Detektionsstrahlengang 

5 Detektor 

6 das den (4) vereinigende Bauteil 
7Linse 

8 Anregungsiocbblende 

9 dichroitischer Strahlteiler 

10 Strahlabienkvoirichtung 

11 Teilstrahl 
12Teilstrahl 

13 Spiegel 

14 Spiegel 

15 Mikroskopobjektiv 

16 Mikroskopobjektiv 

17 aus (4) austretender Ibilstrahl 

18 DetektioDslochblende 

19 Ausbreitungsrichtung zu (5) 

20 Mittel zur Beeinflussung der Phase 

21 Bewegungsrichtung von (20) 

22 Ausbreitungsrichtung von (17) 

23 an (6) transmittierter Anteil des (12) durchlaufenden 
Lichts 

24 an (6) reflektierter Anteil des (12) durchlaufenden Lichts 

25 an (6) reflektierter Anteil des (11) durchlaufenden Lichts 65 

26 an (6) transmittierter Anteil des (11) durchlaufenden 
Lichts 

27 Beleuchtungslicht 
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1 . Optische Anordnung zum Beleuchten von Objekten 
(1), insbesondere von Ruoreszenzobjekten, vorzugs- 
weise in Verbindung mit einem konfokalen oder einem 
doppelkonfokalen Rastermikroskop, mit einem Be- 
leuchtungsstrahlengang (2) einer Lichtquelle (3), ei- 
nem Detektionsstrahlengang (4) eines Detektors (5) 
und einem den Detektionsstrahlengang (4) vereinigen- 
den Bauteil (6), dadurch gekennzeiclmet, dass das 
vom Objekt (1) kommende Licht an dem den Detekti- 
onsstrahlengang (4) vereinigenden Bauteil (6) bezug- 
lich des fiir den Detektor wirksamen Strahlquerschnitts 
zumindest weitgehend uberlappend in eine Ausbrei- 
tungsrichtung (19) vereinigbar ist, wobei Mittel (20) 
zur Beeinflussung der Phase des vom Objekt (1) kom- 
menden Lichts vorgesehen sind, die zumindest in ei- 
nem Teilstrahlengang (12) des Detektionsstrahlen- 
gangs (4) angeordnet sind, 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mindestens ein Bauteil zur zumindest 
weitgehend verlustfreien Vereinigung des vom Objekt • 
(1) kommenden Lichts in eine Ausbreitungsrichtung 
(19) derart ausgestaltet und/oder im Strahlengang (4) 
angeordnet ist, dass es einen entsprechenden Reflexi- 
ons- und/oder Transmissionsgrad aufweist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeicbnet, dass mindestens ein Bauteil zur zumin- 
dest weitgehend verlustfreien Vereinigung des vom 
Objekt (1) kommenden Lichts in eine Ausbreitungs- 
richtung (19) derart ira Strahlengang angeordnet ist, 
dass auf das Bauteil auftrefFende Licht einen entspre- 
chenden Einfallswinkel aufweist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekenazeichnet, dass mindestens ein Bauteil zur 
zumindest weitgehend verlustfreien Vereinigung des 
vom Objekt (1) kommenden Lichts in eine Ausbrei- 
tungsrichtung (19) derart ausgestaltet und/oder im 
Strahlengang angeordnet ist, dass hierdurch ein ent- 
sprechender Phasenabgleich erzielbar ist. 

5. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 2 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Bauteil das den Detek- 
tionsstrahlengang (4) vereinigende Bauteil (6) ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Bauteil ein metalliscb 
oder dielektrisch beschichtetes Bauteil ist. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Bauteil (6) ein mit di- 
elektrischer oder metallisch-dielektrischer Hybridbe- 
schichtung versehenes Bauteil ist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Strahlteileranordnun- 
gen derart ausgestaltet und/oder im Strahlengang ange- 
ordnet sind, dass das Tbilungs- und/oder Vereinigungs- 
verhaltnis fur s- und p-polarisiertes licht nahezu gleich 
ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass das die beiden Teilstrah- 
lengange (11, 12) durchlaufende, vom Objekt (1) kom- 
mende Licht an der Grenzschicht des den Detektions- 
strahlengang (4) vereinigenden Bauteils (6) eine defi- 
nierte Phasenbeziehung aufweist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das die beiden Teilstrahlengange (11, 12) 
durchlaufende, vom Objekt (1) kommende Licht an der 
Grenzschicht des den Detektionsstrahlengang (4) ver- 
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einigenden Bauteils (6) eine Phasenbeziehung auf- 
weist, die zumindest weitgebend pbasengleich oder ge- 
genphasig isL 

11. Vorrichtung nacb Anspruch 9 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die definierte Phasenbeziehung auf 5 
die Eigenschaften der Grenzschicht des den Detekti- 
onsstrahlengang (4) vereinigenden Bauteils (6) ein- 
stellbar ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Einstellung einer definierten Phasen- 10 
beziehung die optische Weglange mindestens eines der 
Teilstrahlengange (U, 12) veranderbar ist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Position mindestens eines 
Spiegels (14) variierbar ist. 15 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass als Mittel (20) zur Be- 
einflussung der Phase des vom Objekt (1) kommenden 
Lichts ein Doppelglaskeil vorgesehen ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, dass die optische Weglange durch den Dop- 
pelglaskeil variierbar ist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass das nach dem den De- 
tektionsstrahlengang (4) vereinigenden Bauteil (6) in 25 
unterschiedliche Richtungen (19, 22) verlaufende, vom 
Objekt (1) kommende Licht jeweils mit mindestens ei- 
nem Detektor (5) detektierbar ist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Detektionssignale der Detektoren zur 30 
Objektauswertung gemeinsam nuLzbar sind. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 16 oder 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass jedem Detektor (5) eine Detekti- 
onslochblende (18) vorgeordnet ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 18, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass den Detektoren bei der 
Detektion von mit Mehrphotonen-Anregungsprozes- 
sen angeregtem Fluoreszenzlicbt keine Detektions- 
lochblende vorgeordnet ist. 

40 
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